Biomechanical Study of Organelle Response Ratio Fluorescent Probe and Synthesis of Non-natural Sialic Acid by 赵虎
  
学校编码：10384                                      分类号___密级___ 
学    号：20520141151643                                      UDC___ 
 
 
 
 
 
 
 
 
硕  士  学  位  论  文 
 
细胞器响应比率荧光探针的生物成像研究 
及非天然唾液酸的合成 
Biomechanical Study of Organelle Response Ratio Fluorescent 
Probe and Synthesis of Non-natural Sialic Acid 
 
赵 虎 
 
指导教师姓名： 韩守法 教授 
专  业  名  称： 化学生物学 
论文提交日期： 2017年 4月 
论文答辩时间： 2017年 5月 
学位授予日期： 2017年 5月 
 
 
答辩委员会主席：_________ 
评     阅   人：_________ 
 
2017 年 5 月 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
 
 
Biomechanical Study of Organelle Response Ratio 
Fluorescent Probe and Synthesis of Non-natural Sialic Acid 
 
 
A Thesis Presented 
by 
Hu Zhao 
 
Supervisor: Prof. Shoufa Han 
 
 
Submitted to the graduated school of Xiamen University 
for the degree of master of science 
 
 
 
 
May 2017 
Department of Chemistry, Xiamen University 
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
厦门大学学位论文原创性声明 
 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成
果。本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均
在文中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学
术活动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（                            ）课题
（组）的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实
验室的资助，在（               ）实验室完成。（请在以上括号内
填写课题或课题组负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，可以
不作特别声明。） 
 
声明人（签名）： 
                               年     月    日 
 
 
 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
厦门大学学位论文著作权使用声明 
 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办
法》等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交
学位论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书
馆及其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国
博士、硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和
摘要汇编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 
（     ）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文
应是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密
委员会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认
为公开学位论文，均适用上述授权。） 
 
 
                             声明人（签名）： 
年   月   日  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
 
目录 
摘要 ................................................ I 
Abstract ........................................... II 
第一章 绪论 ......................................... 1 
第一节 溶酶体成像探针相关概述 ................................. 1 
1.1.1 溶酶体特征与相关生物学过程 ............................... 1 
1.1.2 溶酶体现有分析方法简介 ................................... 1 
第二节 线粒体成像探针相关概述 ................................. 7 
1.2.1 线粒体特征与相关生物学过程 ............................... 7 
1.2.2 线粒体现有分析方法简介 ................................... 8 
第三节 细胞膜唾液酸糖基化概述 ................................ 11 
1.3.1 唾液酸的生物分布及结构与连接多样性 ...................... 12 
1.3.2 唾液酸的生物学作用 ...................................... 15 
第四节 论文选题的意义及主要工作 .............................. 18 
参考文献 ............................................ 19 
第二章 溶酶体 pH响应的比率荧光探针及生物成像 ........ 26 
2.1 引言 ..................................................... 26 
2.2 实验部分 ................................................. 26 
2.2.1 仪器与材料 .............................................. 26 
2.2.2 CM-ROX的合成 ........................................... 27 
2.2.3 CM-ROX的 pH滴定分析 .................................... 28 
2.2.4 CM-ROX的溶酶体成像 ..................................... 29 
2.2.5 检测自噬和细胞凋亡中溶酶体酸度的变化 .................... 29 
2.2.6 在 HSV-1和 VSV感染的细胞中溶酶体 pH变化的成像 ........... 29 
2.2.7 CM-ROX的细胞毒性 ....................................... 30 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
 
2.2.8 CM-ROX的光稳定性 ....................................... 30 
2.3 结果与讨论 ............................................... 30 
2.3.1 pH变化介导的 CM-ROX的比率变化 .......................... 30 
2.3.2 CM-ROX在溶酶体中特异性比例荧光 ......................... 31 
2.3.3 不同细胞系的溶酶体 pH成像 ............................... 35 
2.3.4 自噬期间溶酶体 pH的变化 ................................. 37 
2.3.5 细胞凋亡期间细胞溶酶体 pH的变化 ......................... 38 
2.3.6 病毒感染期间溶酶体 pH变化的成像 ......................... 39 
2.4 小结 ..................................................... 41 
参考文献 ............................................ 41 
第三章 线粒体膜电势响应的比率荧光探针及生物成像 ..... 44 
3.1 引言 ..................................................... 44 
3.2 实验部分 ................................................. 45 
3.2.1 仪器与材料 .............................................. 45 
3.2.2 RC-TPP的合成 ........................................... 45 
3.2.3 RC-TPP的 pH滴定分析 .................................... 47 
3.2.4 细胞培养和过表达 ........................................ 47 
3.2.5 溶酶体和线粒体在活细胞中的染色 .......................... 48 
3.2.6 溶酶体的酸性介导的逆转染色 .............................. 48 
3.2.7 CCCP介导的 RC-TPP重定位的成像 .......................... 48 
3.2.8 RC-TPP介导的溶酶体荧光成像 ............................. 48 
3.2.9 流式细胞仪分析 CCCP诱导的罗丹明荧光的激活 ............... 48 
3.2.10 细胞死亡相关的 RC-TPP荧光激活 .......................... 49 
3.2.11 RC-TPP的细胞毒性 ...................................... 49 
3.3 结果与讨论 ............................................... 49 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
 
3.3.1 酸性 pH介导 RC-TPP的荧光 ................................ 50 
3.3.2 RC-TPP在极化线粒体中的积累 ............................. 51 
3.3.3 线粒体ΔΨm介导的 RC-TPP的溶酶体分布 ................... 53 
3.3.4 使用 RC-TPP进行自噬相关的线粒体去极化的荧光成像 ......... 55 
3.3.5 在细胞凋亡和坏死期间分析线粒体去极化 .................... 57 
3.4 小结 ..................................................... 59 
参考文献 ............................................ 59 
第四章 基于细胞免疫调控研究的非天然唾液酸的合成 ..... 63 
4.1 引言 ..................................................... 63 
4.2 实验部分 ................................................. 63 
4.2.1 仪器与材料 .............................................. 63 
4.2.2 非天然唾液酸的合成 ...................................... 64 
4.2.3 乙酰基保护非天然唾液酸的合成 ............................ 65 
4.2.4 乙酰基保护非天然唾液酸的合成优化 ........................ 68 
4.2.5 非天然唾液酸的细胞实验 .................................. 69 
4.3 结果与讨论 ............................................... 70 
4.3.1 非天然唾液酸的合成过程讨论 .............................. 70 
4.3.2 乙酰基保护非天然唾液酸的合成问题 ........................ 71 
4.3.3 乙酰基保护非天然唾液酸的合成优化讨论 .................... 72 
4.4 小结 ..................................................... 73 
参考文献 ............................................ 74 
硕士期间发表的论文 .................................. 76 
致谢 ............................................... 77 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Contents 
 
 
Contents 
Abstract in Chinese ............................................................................ I 
Abstract in English .......................................................................... II 
Chapter 1 Introduction...................................................................... 1 
Section 1 Overview of lysosomal imaging probes ............................................. 1 
1.1.1 Lysosomal characteristics and associated biological processes .................... 1 
1.1.2 Introduction to the analytical methods of lysosomes .................................... 1 
Section 2 Overview of mitochondrial imaging probes ...................................... 7 
1.2.1 Mitochondrial characteristics and related biological processes .................... 7 
1.2.2 Brief introduction to the analysis methods of mitochondrial........................ 8 
Section 3 Overview of cell membrane sialic acid glycosylation ..................... 11 
1.3.1 Biodistribution and structure of sialic acid and connection diversity ......... 12 
1.3.2 The biological effects of sialic acid ............................................................ 15 
Section 4 The significance and main work of the thesis ................................. 18 
References ............................................................................................ 19 
Chapter 2 Lysosomal pH Response Ratio Fluorescence Probes 
and Biomedicine ............................................................................... 26 
2.1 Introduction .................................................................................................. 26 
2.2 Experimental section ................................................................................... 26 
2.2.1 Instruments and materials ........................................................................... 26 
2.2.2 Synthesis of CM-ROX ................................................................................ 27 
2.2.3 PH titration analysis of CM-ROX............................................................... 28 
2.2.4 CM-ROX lysosomal imaging ..................................................................... 29 
2.2.5 Detection of autophagy and apoptosis in the lysosomal acidity changes ... 29 
2.2.6 Imaging of lysosomal pH changes in HSV-1 and VSV-infected cells ....... 29 
2.2.7 Cytotoxicity of CM-ROX ........................................................................... 30 
2.2.8 Light stability of CM-ROX ......................................................................... 30 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Contents 
 
2.3 Results and discussion ................................................................................. 30 
2.3.1 Changes in pH-mediated ratio of CM-ROX ............................................... 30 
2.3.2 CM-ROX in the lysosome specific proportion of fluorescence.................. 31 
2.3.3 Lysosomal pH imaging of different cell lines............................................. 35 
2.3.4 Changes in lysosomal pH during autophagy .............................................. 37 
2.3.5 Changes in cell lysosomal pH during apoptosis ......................................... 38 
2.3.6 Imaging of lysosomal pH changes during viral infection ........................... 39 
2.4 Conclusions ................................................................................................... 41 
References ............................................................................................ 41 
Chapter 3 Mitochondrial Membrane Potential Response Ratio 
Fluorescence Probe and Biomimetic .............................................. 44 
3.1 Introduction .................................................................................................. 44 
3.2 Experimental section ................................................................................... 45 
3.2.1 Instruments and materials ........................................................................... 45 
3.2.2 Synthesis of RC-TPP .................................................................................. 45 
3.2.3 Determination of RC-TPP by pH titration .................................................. 47 
3.2.4 Cell culture and overexpression .................................................................. 47 
3.2.5 Lysosomes and mitochondria staining in living cells ................................. 48 
3.2.6 Acid-mediated reverse staining of lysosomes ............................................. 48 
3.2.7 CCCP-mediated RC-TPP relocation imaging ............................................. 48 
3.2.8 RC-TPP-mediated lysosomal fluorescence imaging .................................. 48 
3.2.9 Flow cytometry analysis of CCCP-induced activation of rhodamine 
fluorescence ......................................................................................................... 48 
3.2.10 Cell death-related RC-TPP fluorescence activation ................................. 49 
3.2.11 Cytotoxicity of RC-TPP ............................................................................ 49 
3.3 Results and discussion ................................................................................. 49 
3.3.1 Acidic pH-mediated fluorescence of RC-TPP ............................................ 50 
3.3.2 Accumulation of RC-TPP in polarized mitochondria ................................. 51 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Contents 
 
3.3.3 Distribution of mitochondrial ΔΨm-mediated lysosomal distribution of RC-
TPP ....................................................................................................................... 53 
3.3.4 Fluorescence imaging of autophagy-related mitochondrial depolarization 
using RC-TPP ...................................................................................................... 55 
3.3.5 Analysis of mitochondrial depolarization during apoptosis and necrosis .. 57 
3.4 Conclusions ................................................................................................... 59 
References ............................................................................................ 59 
Chapter 4 Synthesis of Non Natural Natural Sialic Acid Based on 
Cellular Immunoregulation ............................................................ 63 
4.1 Introduction .................................................................................................. 63 
4.2 Experimental section ................................................................................... 63 
4.2.1 Instruments and materials ........................................................................... 63 
4.2.2 Synthesis of non-natural sialic acid ............................................................ 64 
4.2.3 Acetyl protection of non-natural sialic acid synthesis ................................ 65 
4.2.4 Acetyl protection of non-natural sialic acid synthesis optimization ........... 68 
4.2.5 Cell experiments of non-natural sialic acid ................................................ 69 
4.3 Results and discussion ................................................................................. 70 
4.3.1 Discussion on the synthesis of non-natural sialic acid................................ 70 
4.3.2 Acetyl protection of non-natural sialic acid synthesis problems ................ 71 
4.3.3 Optimization of the synthesis of acetyl-protected non-natural natural sialic 
acid ....................................................................................................................... 72 
4.4 Conclusions ................................................................................................... 73 
References ............................................................................................ 74 
Publications....................................................................................... 76 
Acknowledgement ............................................................................ 77 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘要 
I 
 
 
摘要 
pH 与生命活动密切相关。溶酶体 pH 在各种生命过程中呈现动态变化的特
点。发展能够灵敏分析 pH 动态变化、生物体系兼容的成像技术对溶酶体相关的
信号传导和病理研究具有重要价值。在本文中合成了一种双荧光比率探针（CM-
ROX）,其荧光比率在 pH 4.5-6.0 区间变化高达 70 倍。利用该探针有效区分了不
同应激状态下溶酶体酸度的动态变化（如自噬、凋亡、病毒感染）。该探针的荧
光性能与流式细胞仪兼容，由此实现简便快捷的分析溶酶体酸度的细微变化。对
溶酶体的研究提供一种高灵敏的检测方法。 
线粒体膜电位（ΔΨm）是线粒体的核心特征之一。细胞凋亡的重要前兆之一
包括 ΔΨm 降低。灵敏动态监测 ΔΨm 变化对研究线粒体功能具有重要意义。本
文设计了双细胞器响应比率荧光探针 RC-TPP。该探针含有用以靶向线粒体的三
苯基季鏻（TPP）官能团。 RC-TPP 的比率信号在不同 pH 下变化明显。细胞分
析发现 RC-TPP 有效集聚在线粒体内发出蓝色荧光。当外界条件刺激下线粒体
ΔΨm 丧失时，探针进入溶酶体并被溶酶体酸度激活发出红色荧光。利用该探针
阐明了细胞在凋亡或坏死过程线粒体 ΔΨm 丧失和溶酶体膜通透性变化的动态关
联。该探针为后续研究线粒体功能以及线粒体与溶酶体的功能互动提供了一种双
细胞器响应的分析方法。 
细胞膜蛋白与磷脂常被糖基化，该层糖缀合物称为糖萼，糖萼对细胞间或细
胞与基质、外源物质的结合、识别与响应有重要作用。唾液酸一般处于糖萼末端，
参与调节细胞与外界的相互作用。在本文中，探索了 3 种 C-9 位修饰的非天然唾
液酸的合成方法，最终合成了 30 种非天然唾液酸衍生物。在未来，将在肿瘤糖
萼上引入这些非天然唾液酸，用于不同的生物医学研究与应用。 
关键词：细胞器；荧光探针；唾液酸  
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Abstract 
pH is closely related to life activities. Lysosomal pH is characterized by dynamic 
changes in various life processes. The development of a sensitive analytical technique 
for sensitive analysis of pH dynamics, biomechanically compatible imaging techniques 
is of great value for lysosomal related signaling and pathology studies. In this paper, a 
double fluorescence ratio probe (CM-ROX) was synthesized and its fluorescence ratio 
varied up to 70 times in the range of pH 4.5-6.0. Use of the probe can effectively 
distinguish the different stress state lysosomal acidity of the dynamic changes (such as 
autophagy, apoptosis). The fluorescent properties of the probe are compatible with flow 
cytometry, which makes it easy to quickly analyze the subtle changes in lysosomal 
acidity.  
Mitochondrial membrane potential (ΔΨm) is one of the core features of 
mitochondria. ΔΨm reduction is an important precursor of apoptosis. Sensitive 
dynamic monitoring of ΔΨm changes is important for the study of mitochondrial 
function. This thesis designed a double organelle response ratio of fluorescent probe 
RC-TPP. The probe contains a triphenyl quaternary phosphonium (TPP) functional 
group for targeting mitochondria. The RC-TPP ratio signal changes significantly at 
different pH levels. When the mitochondria ΔΨm are lost under external conditions, the 
probe enters the lysosome and emits red fluorescence by lysosomal acidity activation. 
The probe was used to elucidate the dynamic association of mitochondrial ΔΨm loss 
and lysosomal membrane permeability in the process of apoptosis or necrosis. This 
probe provides a method for the analysis of mitochondrial function and the interaction 
of mitochondria with lysosomes in subsequent studies. 
Cell membrane protein and phospholipid are often glycosylated, the layer of 
glycoconjugate called calyx, calyx on cells and matrix, foreign material binding, 
identification and response plays an important role. Sialic acid is generally at the end 
of the calyx, involved in regulating the interaction of cells with the outside world. In 
this thesis, three kinds of C-9 modified non-natural sialic acid synthesis methods were 
explored, and 30 non-natural sialic acid derivatives were synthesized. In the future, 
these non-natural sialic acids will be introduced on tumor calyx for different biomedical 
research and applications. 
Key words: Organelle; Fluorescent probe; Sialic acid 
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